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Desde hace varios años se ha observado la aparición de un número cada vez mayor de casos de 
resistencia a linezolid entre los aislados de Staphylococcus epidermidis en el Complejo 
Hospitalario de A Coruña. Por la gravedad clínica que puede suponer el tener este fenotipo en la 
microbiota habitual de un centro sanitario, se ha llevado a cabo un estudio epidemiológico de 
todos los casos registrados de aislamientos de S. epidermidis desde el año 2011 hasta mayo de 
2015, para determinar la capacidad de dispersión de las cepas resistentes a linezolid por los 
diferentes servicios del hospital. Se ha encontrado un alto porcentaje de resistencia en las áreas 
críticas del centro, así como asociado a aquellos pacientes sometidos a intervenciones quirúrgicas 
con implantación de catéteres y otros dispositivos protésicos. Se han seleccionado 30 
aislamientos de S. epidermidis resistentes a linezolid correspondientes a los años 2013-2015, 
estudiando dos de los mecanismos de resistencia frente a linezolid que puede desarrollar esta 
bacteria. Los resultados mostraron que las cepas estudiadas no poseen el gen plasmídico cfr, que 
en caso de estar presente supondría un alto riesgo para la transmisión horizontal de la resistencia. 
Por el contrario, se confirmó la presencia de la mutación G2576T en el dominio V del rRNA 23S, 
siendo esta la mutación más prevalente de las posibles, aunque no podemos descartar que se 
den otras simultaneamente.
El estudio de clonalidad demostró que todos los aislados se corresponden con un mismo clon 
multirresistente, que solo presenta sensibilidad a vancomicina, tetraciclina, teicoplanina, 
fosfomicina y daptomicina, lo que deja un estrecho margen terapéutico, y establece la necesidad 
de continuar con una vigilancia exhaustiva de la evolución de estas cepas de S. epidermidis.
ABSTRACT
The last few years have witnessed the appearance of a growing number of cases of linezolid 
resistance among the occurrences of Staphylococcus epidermidis in the Complejo Hospitalario de 
A Coruña. Due to the clinical threat that having this phenotype in the regular microbiota of a health 
center entails, an epidemiological study of all recorded cases of S. epidermidis from 2011 to May 
2015 was conducted to examine the dispersion ability of linezolid resistant strains across hospital 
areas. A high percentage of resistant strains were found in critical areas of the building, as well as 
associated to surgery patients having catheters and other prosthetic devices implanted. Moreover, 
30 strains of linezolid resistant S. epidermidis isolates from years 2013 to 2015 were selected to 
study two of the resistance mechanisms that this bacteria can develop. Results showed that the 
studied strains lack the plasmid gen cfr, which, if present, would constitute a high risk of horizontal 
transmission of the resistance. On the contrary, the presence of the G2576T mutation in the V 
domain of the 23S rRNA was confirmed. While this is the most probable mutation of all possible, 
additional concurrent mutations can not be ruled out.
Clonality study showed that all cultures consist entirely of a single multi-resistant clone, sensitive 
only to vancomycin, tetracycline, teicoplanin, fosfomycin and daptomycin, which greatly reduces 
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INTRODUCCIÓN
Staphylococcus epidermidis es un estafilococo coagulasa negativo que se asocia 
mayoritariamente a infecciones oportunistas en pacientes hospitalizados (nosocomiales) . Se trata 1
de un microorganismo muy ubicuo que puede encontrarse como parte de la flora bacteriana 
saprofita habitual de la piel y mucosas de personas y animales . A partir de este nicho ecológico 2
en el que se desarrolla puede causar infecciones si atraviesa las barreras físicas de piel o 
mucosas del hospedador2. En consecuencia, S. epidermidis también es un frecuente 
contaminante de cultivos microbiológicos, especialmente cuando no se recogen las muestras 
biológicas adecuadamente , sobre todo en muestras de exudados cutáneos y de mucosas.3
S. epidermidis, en términos generales, es un microorganismo poco virulento . No obstante, debido 4
a su carácter oportunista, en pacientes comprometidos desde el punto de vista inmunológico o 
portadores de dispositivos protésicos (catéteres vasculares, sondas urinarias, prótesis vasculares, 
etc.), puede causar graves infecciones tanto locales como sistémicas (bacteremias) . Presenta 5
alta capacidad de agregación y adherencia a superficies inertes generando biofilms en catéteres 
intravenosos y otros dispositivos médicos que portan los pacientes hospitalizados , . El 6 7
tratamiento antibiótico de las bacterias capaces de formar biofilm es especialmente comprometido 
ya que muchos antibióticos penetran muy pobremente en estos agregados bacterianos . Entre las 8
infecciones causadas por S. epidermidis las más graves son los casos de endocarditis e 
infecciones abdominales .9
En torno al 75% de los casos de S. epidermidis son resistentes a meticilina . La resistencia a este 10
antibiotico conlleva la resistencia a todos los ß-lactámicos, lo que provoca que el tratamiento de 
las infecciones causadas por este microorganismo se base en la administración de 
glucopéptidos3.
La aparición de cepas con sensibilidad disminuida a estos antimicrobianos ha llevado a la 
utilización de nuevos antibióticos, entre ellos el linezolid . Este antimicrobiano sintético, cuya 11
estructura química se refleja en la Figura 1, pertenece a la clase de las oxazolidinonas , .12 13
El mecanismo de acción de linezolid consiste en su unión al centro peptidil transferasa ribosomal 
dentro del rRNA 23S, situado en la subunidad 50S del ribosoma de la célula procariota, de forma 
que genera una distorsión del punto de unión del formilmetionil tRNA, evitando la formación del 
complejo de iniciación . De esta forma actúa como un inhibidor de la síntesis proteica y detiene el 14
crecimiento bacteriano14. Es efectivo únicamente frente a bacterias gram-positivas y 
micobacterias, ya que las bacterias gram-negativas son intrínsecamente resistentes a las 
oxazodilinonas .15
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Figura 1. Estructura química del linezolid.
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Desde su aparición en el mercado en el año 2000 , se ha usado principalmente para tratar 16
aquellas infecciones causadas por bacterias gram-positivas que presentan resistencias a otros 
antibióticos, especialmente en enterococos vancomicina resistentes (VRE), Staphylococcus 
aureus meticilina resistentes (MRSA) y otros microorganismos con altos niveles de resistencia, 
como Streptococcus pneumonia13. 
En todos los casos se mostró como un tratamiento muy eficaz en los casi setenta países que lo 
usaban . Sin embargo, el uso cada vez mayor de linezolid, sobre todo en áreas de críticos, donde 17
se ha aplicado tanto como tratamiento empírico como dirigido de forma masiva, ha condicionado 
la aparición de cepas resistentes .18
En los últimos años se ha detectado en el Complejo Hospitalario Universitario de A Coruña 
(CHUAC) un aumento muy sustancial en el porcentaje de aislamientos de S. epidermidis 
resistentes a linezolid, sobre todo en aquellos pacientes que recibieron un tratamiento previo 
prolongado o varios sucesivos con este mismo medicamento. Se trata de pacientes que en su 
mayoría estaban ingresados en las áreas críticas del hospital (Unidad de cuidados intensivos y 
Reanimación) y que se habían sometido a diferentes intervenciones quirúrgicas.
Se han descrito tres mecanismos de resistencia al linezolid y en general para las 
oxazolidinonas , : 19 20
a) Mutaciones nucleotídicas en el dominio V del rRNA 23S (gen rrn), muy diversas (Figura 2), 
pero fundamentalmente Gly2447Thr, Thr2500Ala y Gly2576Thr, siendo esta última la más 
frecuente. Este es el mecanismo de resistencia más frecuente y los niveles de resistencia 
aumentan en función del número de copias del gen RNAr 23S afectadas.
b) Mutaciones en los genes que codifican las proteínas L3 y L4 de la subunidad ribosómica 50S, 
poco frecuentes y codificadas por los genes rplC y rplD, respectivamente. 
c) Adquisición del gen cfr que codifica la producción de una metiltransferasa ribosómica y que 
confiere resistencia a 5 clases de antimicrobianos (fenicoles, lincosamidas, oxazolidinonas, 
pleuromutilinas y estreptogramina A). 
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Figura 2. Detalle de las mutaciones descritas hasta la fecha en el rRNA 23S bacteriano.
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Diversas combinaciones de estos mecanismos pueden coexistir en la misma cepa19. 
En el primer caso generalmente se observan CMIs (concentración mínima inhibitoria) de linezolid 
elevadas (>32 mg/L), aunque también pueden ser inferiores dependiendo del número de alelos 
mutados, pero en el caso de la resistencia mediada por el gen cfr algunas cepas pueden presentar 
CMIs en el rango de sensibilidad (≤4 mg/L). Por ello siempre que se sospecha resistencia al 
linezolid (CMIs en el rango alto de sensibilidad) es necesario analizar conjuntamente los 
resultados de sensibilidad con el resto de los antimicrobianos afectados por este mecanismo. 
Además, al tratarse de un mecanismo de resistencia transferible mediante conjugación bacteriana, 
hay riesgo de transmisión a otras cepas si no se implantan las medidas adecuadas . 21
La incidencia de infecciones por microorganismos gram-positivos es elevada, tanto en el ambiente 
hospitalario como en la comunidad1. De igual manera, se ha venido observando una expansión en 
la diseminación de la resistencia en las diferentes áreas del CHUAC, de manera que es necesario 
establecer un patrón en la epidemiología de este microorganismo. El aumento de la resistencia a 
los antimicrobianos que se emplean con más frecuencia en los tratamientos de estas infecciones 
demanda cada vez más la detección precoz y eficaz de los mecanismos implicados, para orientar 
e incluso modificar las estrategias terapéuticas en beneficio del paciente , .22 23
En concreto, en el CHUAC, los aislados resistentes a linezolid encontrados han resultado ser 
cepas multirresistentes, siendo inmunes a ß-lactámicos, macrólidos, aminoglicósidos y trimetopin-
sulfametoxazol. Únicamente se muestran sensibles a daptomicina y glucopéptidos, lo que deja un 
estrecho margen terapeútico. El aislamiento de estas cepas en el Servicio de Microbiología 
permite la detección de su resistencia antimicrobiana, tanto a nivel fenotípico como, 
eventualmente, genotípico, lo que posee gran trascendencia clínica y epidemiológica. 
La aproximación fenotípica permite una rápida inferencia de los mecanismos de resistencia 
presentes así como de las resistencias asociadas a antimicrobianos no relacionados22. La 
presencia de bajos o altos niveles de expresión de resistencia a determinados antimicrobianos, así 
como de poblaciones multirresistentes, entre otros, se puede detectar a nivel fenotípico mediante 
la aplicación de técnicas y condiciones especiales. De este modo se facilitan actitudes 
terapéuticas correctas ante las infecciones causadas por microorganismos que expresan este tipo 
de mecanismos de resistencia. 
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OBJETIVOS
La finalidad de este trabajo es conseguir una visión global de la situación del Complejo 
Hospitalario de A Coruña frente al avance de la resistencia a linezolid por parte de S. epidermidis, 
así como identificar los mecanismos moleculares presentes en el microorganismo que le permiten 
ser resistente a un antibiótico de amplio espectro como linezolid. Para ello se van a realizar los 
siguientes estudios:
Análizar epidemiológicamente la presencia de Staphylococcus epidermidis resistente a linezolid 
(LRSE) en los pacientes ingresados en el Complejo Hospitalario de A Coruña durante los años 
2011 a 2015.
Describir el perfil de resistencia antibiótica en los aislamientos de los años 2013 a 2015.
Estudiar la clonalidad de los aislados mediante el sistema automatizado Diversilab® y su 
posterior caracterización mediante MLST (multilocus sequence typing).
Estudiar molecularmente los mecanismos de resistencia, comprobando la presencia o ausencia 
del gen plasmídico cfr, así como las posibles mutaciones en el dominio V de la subunidad 50S 
del rRNA 23S.
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MATERIAL Y MÉTODOS
Epidemiología
Se recabó la información necesaria de las bases de datos internas del Servicio de Microbiología 
del CHUAC, recopilando más de 4300 aislamientos de S. epidermidis entre los años 2011-2015, a 
los que se les realizó un estudio de resistencia antibiótica. Es importante señalar que se muestreó 
únicamente una cepa por cada paciente y episodio infeccioso, aunque del mismo se hubieran 
recogido diferentes muestras. Por otro lado, se excluyeron del estudio los aislamientos 
representativos de contaminación de las muestras, es decir, no responsables del cuadro 
infeccioso de los pacientes. Se evitan así sesgos en los datos. 
Esta enorme cantidad de datos se analizó estadísticamente, en función de la resistencia o 
sensibilidad a linezolid, permitiendo calcular la distribución de los casos tanto de forma global a lo 
largo de estos cinco años, como desglosando la información en las diferentes áreas hospitalarias 
o en las distintas muestras de procedencia.
Se agruparon los datos de localización anatómica de las infecciones en las categorías de 
infecciones respiratorias (respi), infecciones del sistema nervioso central (LCR), infecciones de 
heridas y líquidos estériles (BX), infecciones sistémicas (sangre), infecciones endovasculares (p. 
catéter) e infecciones urinarias (orinas).
En función del servicio de ingreso del paciente, se establecieron las categorías de críticos (Unidad 
de cuidados intensivos y Reanimación), cirugía, médicas (especialidades de Medicina Interna) y 
extrahospitalarias (centros de salud).
Para la tipificación fenotípica y para el estudio molecular se ha partido de un conjunto de 77 
aislamientos de S. epidemidis resistentes a linezolid (LRSE), recogidas entre los años 2013 y 
2015 y disponibles en el cepario del Servicio de Microbiología. Estos aislamientos se mantuvieron 
congelados a -80ºC en una solución de glicerol hasta su uso en este estudio.
De los 77 aislados, se han seleccionado 30 de ellos por ser un volumen de muestras manejable 
para el estudio proyectado, atendiendo a la proporción de aislados en cada año y, a su vez, 
tratando de que se vean representados todos los servicios del hospital en los que se han 
detectado estos casos. De esta manera, las muestras con las que se ha trabajado se reflejan en la 
Tabla 1.
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Estudio fenotípico: antibiograma
Se efectuó un pase de las muestras congeladas a un medio TSA 
Sangre para obtener bacterias viables en fase exponencial de 
crecimiento. Para ello se raspó con una torunda estéril la 
superficie congelada de la muestra para recoger una porción que 
extender sobre el medio de cultivo. Tras una incubación de 24h a 
37ºC, se obtuvieron colonias aisladas visibles del microorganismo 
(Figura 3).
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Código Nº muestra Área hospital Muestra
5 51315332 UCI 5ª L.Perit
52 51323304 CIR CARD Herida
211 51350687 REA Bilis
213 51350861 REA Drenaje
264 51362056 NEUROCIRUGÍA Herida
265 51362129 REA L.Perit
268 51400619 UCI 5ª Drenaje
271 51401204 REA L.Perit
272 51401352 TRAUMA Gasa
366 51420475 NEUROCIRUGÍA Herida Quir
374 51422532 REA L.Perit
379 51423350 UCI 5ª Piel
431 51434391 REA Drenaje
567 51456642 REA L.Perit
574 51458024 REA L.Perit
578 51458477 REA L.Perit
620 51502865 REA Herida Quir
644 51506571 NEUROCIRUGÍA Herida Quir
648 51506819 CIR GENERAL L.Perit
659 51509746 CIR GENERAL Herida Quir
734 51517838 CIR MAXIL Pus
738 51518492 REA L.Perit
761 51523151 TRAUMA Biopsia
765 51523841 REA Pus
816 51531201 URGENCIAS Tejido
996 51560731 TRAUMA L.Articular
999 51561266 CIR GEN L.Perit
1001 51561567 CIR TOR L.Pleural
1028 51568115 REA L.Perit
1037 51569959 CIR GEN Herida Quir
Tabla 1. Relación de aislamientos de LRSE usados para el estudio.
Figura 3. Crecimiento 
bacteriano en TSA Sangre.
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El antibiograma se realizó mediante dos métodos de difusión (método disco placa y método E-
test) en los que el antimicrobiano se aplica sobre medio sólido y difunde a través de él generando 
un gradiente de concentración (Figura 4). A medida que nos alejemos del lugar de aplicación la 
concentración irá descendiendo. El microorganismo sólo crecerá en las áreas del medio sólido con 
concentración de antibiótico inferior a su CMI. 
A su vez, se sembraron, también en TSA Sangre, dos cepas control: Staphylococcus aureus 
ATTC 25923 para el caso de las técnicas basadas en discos de difusión, y Staphylococcus aureus 
ATTC 29213 para el sistema E-test, siguiendo las especificaciones metodológicas del Clinical and 
Laboratory Standards Institute (CLSI)  para comprobar la susceptibilidad del microorganismo a 24
distintos antimicrobianos. El medio de cultivo utilizado siguiendo la norma del CLSI fue agar 
Muller-Hinton.
Método disco-placa (Kirby-Bauer) 
Técnica cualitativa que consiste en inocular una disolución de la cepa problema de turbidez 
equivalente a 0,5 McFarland de manera uniforme sobre placas de Muller-Hinton (césped), dejando 
secar 10-15 minutos. Tras este tiempo, se colocan discos de papel impregnados con antibiótico 
(Becton Dickinson BBLTM Sensi-Disc) sobre las placas y se incuba 18-24h a 37ºC. Transcurrido 
ese tiempo se procedió a la lectura de los halos de inhibición (diámetro en milímetros), y a su 
interpretación clínica según la norma que dicta el CLSI24.
Cuando el antimicrobiano es activo impide que el microorganismo crezca en la proximidad del 
disco, donde la concentración es alta. Sin embargo, más lejos del disco la concentración va 
disminuyendo hasta valores que el microorganismo puede tolerar y se produce crecimiento.
Si el antimicrobiano no es activo no se produce halo de inhibición24.
Método del Épsilon test (E-Test)  
Técnica cuantitativa que usa tiras plásticas impregnadas con antibiótico en un gradiente de 
concentración que se representa en una escala graduada sobre la propia tira. Las placas de 
Muller-Hinton se inoculan de la misma manera que para el método de disco-placa. Sobre ellas se 
coloca la tira de E-test (Biomerieux®). Tras la incubación de 18-24h a 37ºC el microorganismo 
crece hasta que encuentra una concentración de antibiótico que lo inhibe. Se forman elipses de 
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Figura 4. Halos de inhibición con discos de difusión (izquierda) y E-test (derecha).
Paula Romero Campo  S. epidermidis resistente a linezolid en el CHUAC
inhibición en los que la CMI corresponde con la intersección del halo de crecimiento con la tira 
graduada. Las CMIs se interpretaron según dicta el CLSI24.
Los antibióticos usados para este estudio fenotípico se ven reflejados en la Tabla 2.
Extracción y cuantificación de DNA
Se prepararon cultivos líquidos de nuestros aislados usando 5 ml de medio base (LB) que fueron 
inoculados con colonias procedentes de las placas de TSA Sangre tras su incubación de 18-24h. 
Los tubos de medio líquido se incubaron durante 3 días a 37ºC para obtener alta densidad 
bacteriana.
Para las técnicas de tipificación molecular se usaron como controles dos cepas de la misma 
especie no relacionadas con las cepas clínicas de nuestro estudio: S. epidermidis ATTC 35984 y 
S. epidermidis ATTC 12228.
Para la extracción de DNA, se usó el kit comercial UltraClean Microbial DNA Isolation Kit de MO 
BIO Laboratories , siguiéndose escrupulosamente todas las instrucciones del fabricante, tal y 25
como se ha desarrollado en estudios anteriores11. Sin embargo los resultados obtenidos no fueron 
satisfactorios ya que no obtuvimos una concentración de DNA suficiente. Posiblemente esta 
circunstancia esté relacionada con la dificultad de rotura de la pared gruesa de peptidoglucano en 
las bacterias gram positivas.
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Antibiótico Abreviatura Concentración
Oxacilina OX 30 µg
Cefoxitina FOX 30 µg
Ciprofloxacino CIP 5 µg
Trimetopin-sulfametoxazol SXT 1,25/23,75 µg
Gentamicina GM 10 µg
Vancomicina VA 30 µg
Linezolid LZD 30 µg
Tetraciclina TE 30 µg
Rifampicina RA 5 µg
Eritromicina E 15 µg
Clindamicina CC 2 µg
Tobramicina NN 10 µg
Amikacina AN 30 µg
Teicoplanina TEC 30 µg
Levofloxacino LVX 5 µg
Fosfomicina FOS 200 µg
Mupirocina MUP 5 µg
Daptomicina DPC 0,016-256 µg/ml
Tedizolid TZD 0.002-32 µg/ml
Tabla 2. Antibióticos utilizados para el antibiograma.
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En consecuencia, se abandonó este protocolo de extracción y se probó con otro manual, 
optimizado previamente en el propio Servicio de Microbiología en estudios moleculares similares 
con bacterias gram positivas. Dicho protocolo se detalla en el Anexo 1.
La cantidad de DNA obtenido en ambos protocolos de extracción se cuantificó mediante 
espectrofotometría con el sistema automatizado BioDrop µLITE.
Estudio de la clonalidad: DiversiLab®
DiversiLab® es es un sistema estandarizado y automatizado de amplificación de DNA genómico 
bacteriano que genera un patrón característico de fragmentos de DNA cuyos tamaños van desde 
200 pb a más de 2000 pb . Entre otros muchos usos potenciales, este sistema permite realizar 26
estudios de clonalidad de cepas bacterianas, proporcionando alta capacidad de resolución y 
medida de relación clonal entre los aislamientos.
El equipo Agilent® 2100 Bioanalyzer utiliza una tecnología de microfluidos LabChip® para integrar 
los pasos individuales de la electroforesis tradicional en un solo proceso automatizado. Los 
fragmentos amplificados de DNA se separan dentro de los microcanales del chip. A medida que 
los fragmentos separados de DNA atraviesan un haz láser, se genera una identificación genética 
de DNA en la forma de un electroferograma. Se comparan la identificación genética proveniente 
de diversas muestras utilizando el software DiversiLab®. 
Este método de tipificación parte de una amplificación genética realizada mediante PCR de 
fragmentos repetidos (rep-PCR) según el protocolo expuesto en la Tabla 3 y usando los reactivos 
que nos proporciona el kit comercial de Biotac, con un volumen final de reacción de 25 µl. La PCR 
se llevó a cabo en un termociclador Eppendorf Mastercycler Nexus en el que se mantuvieron las 
siguientes condiciones: 2 minutos de lisis a 94ºC, seguidos de 35 ciclos de desnaturalización, 
anillamiento y extensión a 94ºC (30 segundos), 45ºC (30 segundos) y 70ºC (90 segundos) 
respectivamente, con 3 minutos finales de extensión a 70ºC.
Para optimizar los reactivos disponibles, se seleccionaron 20 de las cepas previamente 
seleccionadas (5, 52, 211, 213, 264, 265, 268, 271, 272, 366, 374, 379, 431, 648, 659, 738, 761, 
765, 816 y 996), correspondiendo a 6 muestras del año 2013, 7 del año 2014 y otras 7 del año 










Tabla 3. Proporciones de reactivos para la reacción de 
PCR para el análisis de clonalidad con Diversilab®.
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Como muestra para la reacción de amplificación se usó el DNA extraído en el punto anterior, 
previamente ajustado a una concentración de 35 µg/ml. Los primers utilizados en la amplificación 
no se pueden detallar ya que es un kit comercial que no proporciona esa información.
Tras la amplificación, se siguió el protocolo detallado en el Anexo 2 para la carga de los chips.
Tras los resultados del Diversilab, se realizó una tipificación multilocus de secuencias (MLST) para 
caracterizar taxonómicamente los LRSE presentes en el CHUAC. Para ello, tras una amplificación 
mediante PCR de fragmentos internos (entre 400 y 500 pb) de siete genes esenciales (carbamato 
kinasa (arcC), siquimato deshidrogenasa (aroE), transportador ABC (gtr), proteína reparadora por 
mal emparejamiento de DNA (mutS), operón de la regulación de pirimidinas (pyrR), triosafosfato 
isomerasa (tpiA) y acetil coenzima A acetiltransferasa (yqiL)), todos ellos con secuencias 
conocidas con exactitud, se obtuvieron las secuencias mediante secuenciadores automáticos de 
DNA . En el proceso, se le asigna un número particular de alelo a cada secuencia única que se 27
encuentra en cada gen esencial para cada especie. Cada muestra se caracteriza por las 
secuencias únicas de alelos en cada uno de los siete loci, lo cual constituye su perfil alélico o tipo 
de secuencia (ST), que se compara con una base de datos propia de aislados de S. epidermidis 
disponible en internet (http://sepidermidis.mlst.net/) mediante el algoritmo BURST (http://
sepidermidis.mlst.net/eburst/).
Los primers utilizados para la PCR se detallan en el Anexo 3. Las condiciones de la reacción de 
PCR fueron: 3 minutos de desnaturalización previa a 95ºC, seguidos de 34 ciclos de 
desnaturalización, anillamiento y extensión a 95ºC (30 segundos), 50ºC (1 minuto) y 72ºC (1 
minuto) respectivamente, con 10 minutos finales de extensión a 72ºC; llevadas a cabo en un 
termociclador Eppendorf Mastercycler Nexus.
Mecanismos moleculares de resistencia
Presencia del gen cfr
La detección del gen cfr se realizó mediante PCR específica , . Se utilizaron un control positivo 28 29
representado por una cepa de S. epidermidis resistente a linezolid y portadora del gen cfr 
(suministrada por otro centro hospitalario), y un control negativo (S. aureus ATTC 25293) que no 












Tabla 4. Proporciones de reactivos para la reacción de PCR para 
el análisis de presencia del gen cfr y de mutaciones ribosómicas.
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A partir de las colonias crecidas en TSA Sangre (tanto controles como muestras), se realizó una 
dilución 1 McFarland en tubos Eppendorf estériles de 1,5 ml, usando 
como diluyente agua estéril. Las preparaciones se llevaron a un 
termobloque, en el que se mantuvo una temperatura de 96ºC durante 10 
minutos para conseguir romper las células y liberar el DNA al medio.
Tras este paso, se realizó una amplificación por PCR, para lo cual se 
preparó cada muestra siguiendo las proporciones mostradas en la Tabla 
4, llegando a un volumen final de 50 µl. Las condiciones de la reacción de 
PCR fueron: 10 minutos de lisis a 96ºC, seguidos de 30 ciclos de 
desnaturalización, anillamiento y extensión a 96ºC (50 segundos), 60ºC 
(50 segundos) y 72ºC (1 minuto) respectivamente, con 10 minutos finales 
de extensión a 72ºC; llevadas a cabo en un termociclador Eppendorf 
Mastercycler Nexus. Los primers utilizados para la reacción de PCR se 
detallan en el Anexo 3.
Una vez obtenido el fragmento amplificado, se realizó una electroforesis 
en un gel de agarosa al 1%, usando como marcador de fluorescencia 
RedSafe y como marcador de tamaño GenRulerTM  1 kb Plus DNA Ladder 
(Figura 5) con fragmentos que abarcan desde las 20000 a las 75 pb, y con una corriente de 120 
mV que se mantuvo durante 1 hora, condiciones que permitieron que se separaran los fragmentos 
suficientemente. La presencia o ausencia del fragmento de amplificación de tamaño específico, 
previamente descrito29, nos indica la presencia o no del gen de resistencia cfr.
Mutaciones RNA ribosómico
Tal y como indica Hong et al. (2007)  la presencia de la mutación G2576T en el dominio V del 30
rRNA 23S está presente en un 67% de las cepas resistentes a linezolid en S. epidermidis, lo que 
la hace la mutación más prevalente que podemos encontrar. En consecuencia, se amplificó 
mediante PCR la zona de interés mediante los primers detallados en el Anexo 3, siguiendo las 
proporciones mostradas en la Tabla 4. Las condiciones de la PCR fueron: 5 minutos de lisis y 
desnaturalización a 94ºC, seguidos por 32 ciclos de desnaturalización, anillamiento y extensión a 
94ºC (30 segundos), 55ºC (30 segundos) y 72ºC (1 minuto) respectivamente, con 10 minutos 
finales de extensión a 72ºC; llevadas a cabo en un termociclador Eppendorf Mastercycler Nexus.
Posteriormente, el producto de la amplificación (420 pb) se incubó junto con la enzima de 
restricción NheI (proveniente de Neisseria heidelbergensis)30. Dicha enzima es capaz de romper el 
fragmento amplificado siempre y cuando se encuentre en él su diana específica, presente en las 
copias con la mutación descrita anteriormente y ausente en las copias no mutadas. En 
consecuencia, la restricción del fragmento amplificado refleja la existencia de la mutación 
específica que confiere resistencia a linezolid. 
La reacción de restricción se desarrolló según lo descrito en la Tabla 5. Se incubaron las muestras 
durante 4 horas a 37ºC.
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Figura 5. Detalle del 
marcador de tamaño 
GenRulerTM 1 kb Plus DNA 
Ladder.
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Tras la digestión, los fragmentos de DNA fueron separados mediante electroforesis con gel de 
agarosa al 2% con TBE al 1x, usando como marcador de fluorescencia RedSafe y con una 
corriente de 100 mV que se mantuvo durante 90 minutos aproximadamente. Como marcador de 








Tabla 5. Proporciones de reactivos para la reacción con la 
enzima de restricción Nhel.
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RESULTADOS
Epidemiología
En la Figura 6 izquierda se refleja el número de aislamientos totales y resistentes a linezolid en el 
CHUAC en el periodo de tiempo considerado. La Figura 6 derecha representa la evolución en la 
tasa de resistencia a linezolid entre los aislamientos de S. epidermidis durante el mismo periodo 
de tiempo.
Al desglosar los datos según la muestra biológica de la que se habían obtenido los cultivos, tal y 
como apreciamos en la Figura 7, para la mayoría de muestras biológicas contempladas, existe un 
incremento al pasar del año 2011 a 2012 y 2013, y una posterior disminución o estancamiento en 
los años 2014 y 2015.
De igual manera, se apreció una tendencia similar al agrupar las muestras por áreas del hospital 
en las que se encontraban los pacientes, tal y como se refleja en la Figura 8.
 21
Figura 6. Número de aislamientos de S. epidermidis y S. epidermidis resistente a linezolid (LRSE) detectados durante los 
años 2011-2015 (izda.). Porcentaje de aislamientos de LRSE durante los años 2011-2015 (dcha.).
Figura 7. Variación del porcentaje de aislamientos de S. epidermidis resistente a linezolid (LRSE) durante los años 
2011-2015 según la muestra del paciente analizada.
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Desde un punto de vista diferente se representaron las proporciones de los aislados (Figura 9), 
tanto de las diferentes áreas hospitalarias (derecha) como según la muestra de procedencia 
(izquierda), a lo largo de los años.
Estudio fenotípico: antibiograma
Los resultados del antibiograma se muestran en la Tabla 6. Se observó que de forma reiterada, 
hay una uniformidad en la sensibilidad a los antibióticos vancomicina (VA), tetraciclina (TE), 
teicoplanina (TEC), fosfomicina (FOS) y daptomicina (DPC); así como resistencia al resto de 
compuestos antimicrobianos. 
Se observó que la cepa 734, originalmente registrada como S. epidermidis resistente a linezolid, 
resultó no serlo, dando un patrón en el antibiograma completamente diferente al del resto de 
muestras, por lo que se retiró del estudio. Además, la cepa 272 mostró sensibilidad a antibióticos 
ß-lactámicos (OX y FOX), al contrario que el resto de las cepas.
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Figura 8. Variación del porcentaje de aislamientos de S. epidermidis resistente a 
linezolid (LRSE) durante los años 2011-2015 según el área hospitalaria analizada.
Figura 9. Proporción de aislamientos de LRSE en función de tipo de muestra (izquierda) y área de hospitalización (derecha).
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Estudio de la clonalidad: Diversilab®
Los resultados obtenidos con el sistema DiversiLab® reflejan que todas las cepas tienen una 
relación genética muy alta, lo que hace pensar que se trata de un único clon extendido por el 
hospital.
Tal y como se muestra en la figura del Anexo 4, las correlaciones entre las diferentes cepas 
fueron muy altas, todas superiores al 90% y la mayoría por encima del 95%, lo que nos indicó que 
todas ellas tienen secuencias repetidas palindrómicas extragénicas (REP) muy similares, lo que 
proporciona un criterio de clonalidad genético muy potente.
A su vez, el análisis de MLST de las muestras, concluyó que pertenecen al tipo ST2.
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Tabla 6. Antibiograma de las muestras detalladas en la columna de la izquierda. La cifra representa valores de 
CMI para DPZ y TDZ, y milímetros del halo de inhibición para el resto. Según los estándares del CLSI24, se han 
coloreado en rojo aquellos casos que por el valor obtenido implica una resistencia al antibiótico, en amarillo 
los que presentan una resistencia intermedia y en verde los que resultan sensibles a ese antibiótico concreto.
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Mecanismos moleculares de resistencia
Presencia del gen plasmídico cfr
Se confirmó la ausencia del gen plasmídico cfr de resistencia a linezolid en la totalidad de cepas 
estudiadas, tal y como se muestra en la Figura 10, en donde solo apreciamos la banda 
correspondiente al gen cfr (746 pb) en el carril que corresponde al control positivo (S. epidermidis 
cfr positivo). El resto de aislamientos no presentan banda específica, lo que indica que carecen del 
gen cfr.
Mutaciones DNA cromosómico
Después de comprobar con Diversilab® que todos los 
aislamientos del estudio pertenecían al mismo clon, se 
seleccionaron aleatoriamente cuatro de ellos para realizar el 
protocolo para detectar la presencia o ausencia de la 
mutación G2576T en el dominio V del rRNA 23S.
Tal y como muestra la Figura 11, se confirmó que el 
fragmento amplificado ha sido cortado por la enzima de 
restricción, ya que se aprecian tres bandas claramente 
diferenciadas que corresponden, de arriba a abajo, con los 
tamaños de 420 (fragmento original), 322 y 98 pb 
respectivamente. 
La banda de 420 pb aparece porque la eficacia de la enzima 
no es total, de manera que parte de los fragmentos de la 
amplificación quedan sin digerir. 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Figura 10. Geles de agarosa tras la electroforesis. Se corresponden con las muestras del año 2013 (izquierda), 2014 (centro) 
y 2015 (derecha). En todos ellos se ha añadido un control positivo (penúltima columna de cada gel) y un control negativo 
representado por el S. aureus ATTC 25293 (última columna de cada gel).
Figura 11. Gel de agarosa revelado tras la 
electroforesis que confirma la digestión 
enzimática.
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DISCUSIÓN
Epidemiología
Desde que se comenzó a usar linezolid en el ámbito hospitalario, surgieron rápidamente casos 
aislados de resistencia a este antibiótico en S. epidermidis , sin embargo es en los últimos años 31
cuando se ha detectado un enorme incremento en los registros de LRSE igualmente como 
diseminaciones clonales endémicas , ,  que como brotes puntuales , , , lo que ha llevado a 32 33 34 35 36 37
que países como Estados Unidos instauren un programa especial de seguimiento de estas formas 
de resistencia debido a su potencial peligro clínico .38
En el CHUAC se ha podido constatar este rápido ascenso en los casos de LRSE detectados 
desde el año 2011, duplicando los aislamientos en el año 2012 y casi triplicándolos en 2013. Sin 
embargo, la tendencia de aparición de casos de S. epidermidis resistente a linezolid parece que 
se ha estancado en los últimos dos años. 
Hay que tener en cuenta que el porcentaje de LRSE puede estar infraestimado debido a que 
algunos aislamientos se hayan considerado como colonizaciones11, sin transcendencia clínica, y 
por lo tanto no se les haya efectuado el correspondiente estudio de sensibilidad.
Tal y como sucedió en centros hospitalarios de diferentes países11, , , en el CHUAC los primeros 39 40
casos de S. epidermidis resistentes a linezolid surgieron en las zonas de cuidados intensivos, y 
desde ahí se fueron diseminando por el resto de zonas hospitalarias en los años subsiguientes.
Cabe destacar que en el caso del CHUAC el foco inicial en el que se originó la resistencia a 
linezolid de S. epidermidis fueron las áreas de críticos, que corresponden a las Unidades de 
Reanimación (REA) o de Cuidados Intensivos (UCI), servicios en los que se suministra de forma 
continuada linezolid a los pacientes para prevenir posibles infecciones tras una intervención 
quirúrgica. 
Debido a la capacidad de crecimiento formando biofilms en superficies inertes7, las muestras 
principales en las que se encontró LRSE inicialmente fueron las puntas de catéter y otros 
dispositivos protésicos. Posteriormente, debido a su capacidad de invasividad, aparecieron 
aislamientos a nivel sistémico6. Este hecho se fue modificando paulatinamente, de manera que en 
2015 el grupo de muestras principal con presencia de LRSE lo constituyeron las heridas y líquidos 
estériles (BX)23, siendo las puntas de catéter un grupo minoritario.
La utilización empírica y prolongada de linezolid para tratar infecciones producidas por 
microorganismos gram-positivos en las unidades de cuidados intensivos de los hospitales es 
generalizada en España3,23,34,35,36, administrándose el medicamento en más del 78% de los casos 
que requieren tratamiento antibiótico .41
La utilizacion de linezolid como tratamiento antibiótico empírico de amplio espectro condiciona 
radicalmente la aparición y persistencia de cepas LRSE38, . Este hecho explica la resistencia 42
encontrada en aislamientos de S. epidermidis en zonas críticas del hospital, así como la presencia 
de estos LRSE en muestras tomadas de infecciones a nivel respiratorio y del sistema nervioso 
central, afecciones para las cuales el linezolid es el antibiótico de amplio espectro de preferencia 
por su buena penetrabilidad a traves del tejido pulmonar y la barrera hematoencefálica .43
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Estudio fenotípico: antibiograma
En este estudio se amplió la batería de antibióticos utilizados por Baos (2013)11.
Tras observar que los resultados del antibiograma son prácticamente iguales entre sí hace pensar 
que todos ellos pueden pertenecer a un mismo clon.
Quedó patente que nuestros aislados presentaban multirresistencia, tal y como ya apuntaban los 
estudios previos en los hospitales españoles23, lo que dificulta su tratamiento al ofrecer muy pocas 
opciones terapeúticas, siendo sensibles únicamente a daptomicina, vancomicina, teicoplanina, 
fosfomicina y tetraciclina.
En cuanto a la cepa 272, que mostró sensibilidad a oxaciclina y cefoxitina, suponemos que sufrió 
alguna mutación en su gen mecA, que confiere resistencia a meticilina, de manera que no 
sintetiza correctamente la proteína PBP2’, cuya baja afinidad por la oxacilina condiciona la 
resistencia a dicho antibiótico35.
El método cuantitativo más adecuado para detectar la resistencia al linezolid es el de 
microdilución . No obstante, considerando que el antibiograma no tuvo efectos para el paciente 44
ya que únicamente se usó como método descriptivo, y que los métodos cualitativos detectan 
adecuadamente la resistencia con un coste muy inferior, fueron estos últimos los usados para el 
estudio. 
Hay que tener en cuenta que habitualmente los resultados de CMI obtenidos por E-test son 
ligeramente más bajos, principalmente cuando la resistencia está mediada por el gen cfr y por lo 
tanto las CMIs pueden aparentar estar dentro de la categoría de sensibilidad19.
Estudio de la clonalidad: Diversilab®
Los resultados obtenidos con Diversilab® confirman desde un punto de vista molecular que todos 
los aislamientos de S. epidermidis considerados pertenecen a un solo clon que se ha diseminado 
por todo el hospital, y que ha persistido desde su aparición en 2011 hasta la actualidad.
Los estudios de MLST sitúan el clon de S. epidermidis resistente a linezolid presente en el 
CHUAC es el grupo ST2, que a su vez es el ST más prevalente de los observados a nivel 
mundial ,  entre los LRSE. Esto coincide con los estudios llevados a cabo previamente por Wong 45 46
et al. (2012)45 en Estados Unidos, en los que señalaba al ST2 como el predominante, con un 45% 
de los casos52; así como también con los estudios realizados en Europa8,22,33,35,47.
Mecanismos moleculares de resistencia
Se ha descrito previamente en la literatura que la resistencia de S. epidermidis a linezolid suele 
provenir de la acción conjunta de varios mecanismos de resistencia19. El mecanismo más 
frecuente es la presencia de mutaciones en el RNA ribosómico14. Los niveles de resistencia 
dependen no solo de las mutaciones acumuladas, sino también del número de copias de RNA 
ribosómico afectadas12.
Aunque minoritario desde el punto de vista de la frecuencia, el mecanismo de resistencia asociado 
a la presencia del gen cfr es el más peligroso debido a la transmisión horizontal, ya que es el 
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único que puede transformarse en plásmidos mediante conjugación entre bacterias no 
relacionadas. La posibilidad de transmisión de la resistencia a linezolid a bacterias mucho más 
patógenas que S. epidermidis, como S. aureus, podría reportar consecuencias clínicas mucho 
más graves en los pacientes ingresados en el hospital .47
Una vez descartada la presencia del gen cfr, continuamos la con la caracterización molecular de la 
resistencia a linezolid de nuestro clon, buscando la presencia de mutaciones frecuentes en el 
RNAr asociadas a resistencia. 
El clon presente en el Complejo Hospitalario da Coruña, contiene la mutación G2576T, ya descrita 
por Treviño et al. (2009)34 y Potoski et al. (2006)  en sus centros. Esta mutación se ha asociado a 48
la prolongada exposición a tratamientos con linezolid4, , . 49 50
Con frecuencia, las cepas LRSE contienen más de una mutación causante de la 
resistencia43, , , . En este estudio únicamente se ha comprobado la presencia de la más 51 52 53
frecuente de ellas, aún sabiendo que puede haber simultáneamente algunas otras, dejando la 
puerta abierta a un análisis molecular más exhaustivo del clon. 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CONCLUSIONES
El 12% de los aislados de Staphylococcus epidermidis en el Complejo Hospitalario de A Coruña 
son resistentes a linezolid, con una importante concentración de ellos (28%) en áreas críticas 
del hospital, como pueden ser la REA y UCI.
La totalidad de los aislados resistentes a linezolid estudiados pertenecen a un mismo clon, que 
además presenta multirresistencia a numerosos fármacos como los ß-lactámicos, macrólidos o 
aminoglucósidos entre otros, dejando un estrecho margen terapeútico (daptomicina y 
glucopéptidos).
Ninguno de los aislados presenta el gen plasmídico cfr, de manera que se puede descartar la 
transferencia horizontal de la resistencia a linezolid.
Se ha comprobado la existencia de la mutación G2576T en el dominio V del rRNA 23S, lo que 
justifica la resistencia a linezolid del microorganismo, no siendo esto excluyente de que existan 
otras mutaciones simultáneas que contribuyan a la resistencia.
CONCLUSIONS
12% of the occurrences of Staphylococcus epidermidis in the Complejo Hospitalario de A 
Coruña are linezolid-resistant, with a sizeable fraction of these cases (28%) in critical areas of 
the hospital, such as REA or ICU.
All of the studied linezolid resistant cultures consist of a single clone that is also multi-resistant 
to a host of drugs such as ß-lactams, macrolides and aminoglycosides among others, 
substantially reducing the available therapeutic options to, mainly, daptomycin and 
glycopeptides.
None of the cultures contain the cfr plasmid gene, ruling out horizontal transference of the 
linezolid resistance.
The presence of the G2576T mutation in the V domain of the 23S rRNA was verified, which is 
enough to explain the linezolid resistance of this microorganism, although it does not rule out 
the existence of concurrent mutations contributing to the resistance.
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ANEXOS
ANEXO 1: EXTRACCIÓN DNA BACTERIANO OPTIMIZADO
• Incorporar cierta cantidad de los inóculos bacterianos a tubos con medio base (LB) y dejar 
crecer durante 3 días a 37ºC.
• Transcurrido ese tiempo, centrifugar los tubos durante 5 minutos a 3500 rpm, eliminando el 
sobrenadante resultante.
• Resuspender el pellet formado con 45 µl de H2O MiliQ estéril (Braun) y se trasvasan 45 µl a un 
tubo Eppendorf estéril de 2 ml.
• Añadir 45 µl de lisostafina (1 mg/ml) (Sigma-Aldrich Química), vorteando la mezcla.
• Incubar durante 10 minutos a 37ºC.
• Añadir 45 µl de H2O MiliQ estéril (Braun), 20 µl de proteinasa K (2 mg/ml) y 150 µl de tampón 
Tris-HCl (0,1 M, pH 7,4), vorteando la mezcla.
• Incubar durante 10 minutos a 60ºC.
• Hervir 5 minutos a 100ºC.
• Centrifugar durante 3 minutos a 12000 rpm, trasvasando el sobrenadante a un tubo Eppendorf 
estéril de 2 ml.
• Almacenar a -20ºC hasta su uso. 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ANEXO 2: DIVERSILAB®
ANTES DE COMENZAR:
• Reemplazar la jeringa en caso de que empecemos un kit nuevo (Figura 12a).
• Abrir estación de impresión y colocar la placa base en posición C (Figura 12b).
• Ajustar el clip de la jeringa en la posición más baja (Figura 12cc).
ADVERTENCIAS
• Guardar los reactivos y mezclas refrigerados a 4ºC cuando no los estemos usando.
• Sacarlos a temperatura ambiente 30 minutos antes de usarlos.
• Proteger de la luz los colorantes, quitándoles la tapa solo cuando se vayan a usar, ya que el 
colorante se descompone con la exposición a la luz y reduce la intensidad de señal.
• Insertar la pipeta siempre hasta el fondo en vez de pipetear a la pared, que podría dar peores 
resultados.
• Usar una nueva jeringa y limpiadores de los electrodos con cada nuevo kit.
• Usar los chips en los próximos 5 minutos a haberlos preparado. Los reactivos se pueden 
evaporar, dando peores resultados.
PREPARACIÓN DE LA MEZCLA GEL-COLORANTE
• Sacar a temperatura ambiente el DNA dye concentrate (azul) y el DNA gel matrix  (rojo) 30 
minutos antes de comenzar.
• Vortear el DNA dye concentrate (azul) durante 10 segundos y darle un spin, asegurándonos 
que está completamente derretido.
• En un tubo limpio de 1,5 ml, pipetear 10 μl del tubo azul y 200 µl del vial rojo. Almacenar a 4ºC 
en oscuridad.
• Vortear el tubo e inspeccionar que se hayan mezclado completamente el gel y el colorante.
• Transferir la mezcla a un tubo con filtro y centrifugarlo a 1500 rpm durante 10 minutos a 
temperatura ambiente.
• Reservar el filtrado en un tubo limpio.
CARGA DE LA MEZCLA GEL-COLORANTE
• Dejar que atempere a temperatura ambiente la mezcla de gel y colorante previamente 
preparada, protegiéndola de la luz.
• Coger un nuevo chip de DNA y colocarlo en la estación de impresión. 
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• Pipetear 9.0 μl de la mezcla gel-colorante al fondo del pocillo marcado (Figura 
13a). 
• Preparar el temporizador en 60 segundos, asegurarnos de que el émbolo está 
colocado en 1 ml y cerrar la estación de impresión con el chip dentro.
• Presionar el émbolo de la jeringa hasta que se sujete con el clip (Figura 13b). 
• Esperar 60 segundos y liberar el émbolo del clip. 
• Lentamente retirar el émbolo hasta la marca de 1 ml. 
• Abrir la estación de impresión. 
• Pipetear 9.0 μl de la mezcla gel-colorante en cada uno de los pocillos 
marcados (Figura 13c).
CARGA DEL MARCADOR
• Pipetear 5 μl del marcador (verde) en los pocillos marcados con el símbolo 
de la escalera y en cada uno de los 12 pocillos para muestras (Figura 13d). 
CARGA DEL MARCADOR DE TAMAÑO
• Pipetear 1 μl del marcador de tamaño (amarillo) en el pocillo con el símbolo 
de la escalera (Figura 13e). 
CARGA DE LAS MUESTRAS
• Pipetear 1 μl de muestra (en los pocillos que usemos) o de agua desionizada 
(pocillos sin usar) en cada uno de los 12 pocillos para muestras (Figura 13f).
• Ajustar el temporizador en 60 segundos.
• Colocar el chip en el vortex con adaptador (Figura 14) y vortear durante 60 
segundo a 2400 rpm.
INSERTAR EL CHIP EN EL BIOANALIZADOR
• Abrir la tapa del bioanalizador. 
• Comprobar que los electrodos están colocados adecuadamente.
• Colocar el chip en el receptáculo (solo encaja en una posición).
• Cerrar la tapa con cuidado de que los electrodos encajen en los pocillos 
del chip.
• El programa debería mostrar que hemos insertado el chip y cerrado la 
tapa en el display con un icono en la parte superior izquierda de la pantalla 
(Figura 15).
COMENZAR EL ENSAYO
• Seleccionar el ensayo apropiado del menú.
• Pulsar start para comenzar el ensayo. 
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Figura 13.               








Figura 14. Vortex con 
adaptador.
Figura 15. Detalle de la página 
principal del programa.
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ANEXO 4: DENDROGRAMA Y MATRIZ DE SIMILITUD DE DIVERSILAB®
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